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OLIGONUCLEOTIDES PHOSPHOROIHIOATES TRIESTERS ET PROCEDE DE PREPARATION 

La presente invention concerne des composes oligonucleotides 
phosphorothioates triesters et un proc^de de preparation. 

Dans la presente demande, le terme "oligonucleotides" designe 
d'une fagon generale un polynucleotide d'ADN ou d'ARN, c'est-a-dire en 
5 serie ribo- (ARN) ou desoxyribo- (ADN), ou encore mixte ribo-desoxyribo. 
Ces oligonucleotides sont constitues en general d'un enchainement de 2 a 
100, et plus generalement, de 5 a 50 nucleotides. 

Les oligonucleotides sont utilises a des fins biologiques ou 
therapeutiques selon differentes approches : antisens (formation de 
10 duplex), anti-gene (formation de triples helices), catalytique (ARN a 
activite ribozymique) ou sens (proteine cible). 

Les oligonucleotides antisens sont de courtes molecules 
synthetiques d'ADN -ou d'ARN- ou mixtes. de sequences complementaires a 
une sequence cible appartenant a un gene ou a un ARN messager dont on 
15 desire bloquer specifiquement I'expression. Les oligonucleotides antisens 
sont en effet diriges contre une sequence d'ARN messager, ou bien contre 
une sequence d'ADN et s'hybrident k la sequence dont ils sont 
complementaires, pouvant ainsi bloquer Texpression genetique. 

Les desoxyribonucleotides antisens peuvent egalement etre diriges 
20 contre certaines regions d'ADN bicatenaire (sequences 
homopurines/homopyrimidines ou riches en purines/pyrimidines) et 
former ainsi des triples helices. Ces oligonucleotides diriges ainsi contre 
I'ADN ont 6te appeles "anti-gene" ou encore "anti-code". La formation 
d'une triple helice, au niveau d'une sequence particuliere, peut bloquer la 
25 fixation de proteines intervenant dans Texpression d'un gene et/ou 
permettre d'introduire de dommages irreversibles dans I'ADN si 
Toligonucleotide considere possede un groupement reactif particulier. De 
tels oligonucleotides antisens peuvent constituer des endonucl^ases de 
restriction artificielles. dirigees contre des sequences specifiques. 
30 Dans les cellules, et plus particulidrement dans un organisme, dans 

la circulation sanguine par exemple, les oligonucleotides naturels sont 
sensibles k la degradation par les nucleases. Les nucleases sont des 
enzymes de degradation capables de couper les liaisons phosphodiester de 
I'ADN ou de TARN, soit en introduisant des coupures internes sur des 
35 molecules mono- ou bicatenaires. soit en attaquant ces molecules k partir 
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de leurs extr^mit^s. Les enzymes qui attaquent de fagon interne sont 
appel^es les endonucl^ases et celle attaquant par les extremit6s sont 
appelees exonucleases. 

L'utilisation des oligonucleotides se heurte k deux problemes 
5 majeurs qui sont d'une part, une grande sensibilite a la degradation par 
des exonucleases, qui se trouvent aussi bien dans le serum ou en milieu 
extra-cellulaire ou en milieu cytoplasmique intracellulaire et. d'autre 
part, une faible penetration intracellulaire. 

Uutilisation d'oligonucleotides modifies a deja ^t^ proposee pour 

10 augmenter la stabilite des oligonucleotides ou favoriser la penetration a 
travers les membranes cellulaires ou encore pour stabiliser Thybridation 
et I'affinite specifique pour une sequence cible, que ce soit un acide 
nucleique mono ou double brin, ou meme une proteine, ou encore pour 
accroitre I'interaction avec la dite sequence cible. On a propose des 

15 modifications chimiques du squelette structurel de la molecule ou des 
derivations ou couplages k des groupements r^actifs ou intercalants, en 
general localises k Textr^mite des oligonucleotides. 

En ce qui concerne les modifications chimiques du squelette, on a 
propose de modifier la nature de Tenchainement phosphate 

20 internucleotidique, notamment sous forme de m^thyl-phosphonate, 
phosphorothioate ou phosphorodithioate ; ou encore en modifiant la partie 
Sucre, notamment par une configuration anom^rique alpha, une 
substitution 2'-0-CH3 ou en remplagant I'oxygene du cycle furanosique 
par un soufre (4'-thio-ribonucl6otide). On a egalement propose de 

25 modifier les bases de nucleotides. 

Ainsi. dans les demandes de brevet frangais FR 83 01223 (2 540 122). 
et FR 84 11795 (2 568 254) ont ete decrits des composes chimiques constitues 
par un oligonucleotide comportant un enchainement de 6-nucleotides 
naturels ou modifies, sur lesquels se trouve fix6 par une liaison covalente 

30 au moins un groupe intercalant, qui possedent la propriete de bloquer 
selectivement I'expression d'un gene et qui, de ce fait, sont 
particiilierement utiles en therapeutique comme substances antivirales, 
antibiotiques, antiparasitaires ou antitumorales. 
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Dans la demande internationale WO 88/04301 ont ete decrits des 
oligonucleotides de configuration anomerique alpha prdsentant des 
appariements parall^les plus stables avec des sequences complementaires. 
Toutefois, les utilisations proposees jusqu'i maintenant soul^vent 

5 d'autres problemes, notamment de toxicite, des modifications chimiques 
introduites dans la molecule pouvant se reveler induire des toxicites au 
niveau pharmacologique dans certaines applications therapeutiques. 
D'urie maniere gen^rale, il est difficile de combiner les differents crit^res 
de resistance aux nucleases, stabilisation de Thybridation, penetration 

10 dans la cellule et, egalement, accroissement de Tactivit^ en rendant le 
duplex avec la sequence cible complementaire substrat de la RNAse H, 
laquelle a la propri6te de cliver les duplex ADN/ARR 

Les composes oligonucleotides dont la partie phosphate etait 
modifiee en methyl-phosphonate sont particulierement resistants a la 

15 degradation par les nucleases. Par ailleurs, les oligomeres ^lectriquement 
neutres comme les oligomeres de type methylphosphonate penetrent plus 
facilement dans la cellule que les oligomeres 61ectriquement charges 
comme les phosphodiesters. Toutefois, ces derives m^thylphosphonates 
presentent une chiralite, notamment au niveau du phosphate, conduisant 

20 ainsi a la formation de diaster^oisomeres. En outre, les duplex 
ARN/oligodesoxynucleotides methyl-phosphonate ne sont pas substrats de 
la RNAseH. Les derives oligomeres du type phosphorothioates diesters 
presentent une resistance k la degradation par les nucleases mais k un 
degre moindre que les oligomeres methylphosphonates. lis conduisent en 

25 revanche a des oligomeres eiectriquement charges capables d'activer la 
RNase H mais penetrent moins facilement dans la cellule que les 
oligomeres methylphosphonates. 

D'une fagon generale, les oligonucleotides faisant I'objet de 
Tinvention sont destines a fournir de nouveaux oligonucleotides stables 

30 capables d'etre internalises dans les cellules et capables de s'hybrider 
et/ou de presenter une affinite pour des sequences specifiques d'acides 
nucieiques ou de proteine et done d'interagir avec des facteurs cellulaires 
ou viraux. 

La presente invention fournit des oligonucleotides a 
35 enchainements phosphorothioates triesters eiectriquement neutres 
pouvant redonner, apres penetration dans la cellule, et selectivement, des 
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liaisons phosphorothioates diesters ou phosphodiesters polaires. D'une 
facon analogue, la pr^sente invention inclut des enchainements 
phosphorodithioates triesters delivrant intracellulairement des liaisons 
phosphorodithioates diesters ou phosphorothioates diesters. 
5 Pour ce faire, on protege sdlectivement des liaisons P-S" d'un 

oligomere par un groupement (X) bior^versible dans les milieux 
intracellulaires. 

Les modifications propos6es selon Tinvention fournissent des 
oligomeres ayant les propri6t6s avantageuses des derives 
10 phosphorothioates diesters, tout en palliant aux inconv^nients de ces 
derniers, notamment en ce qui conceme leur sensibilite aux exonucleases 
extracellulaires et leur difficult^ de penetration a travers la membrane 
cellulaire. 

La presente invention a done plus precis^ment pour objet un 

15 oligonucleotide phosphorothioate ou phosphorodithioate triester 
caracterise en ce qu'il comporte des enchainements internucleotidiques 
qui presentent une liaison P-S" prot^g^e par un groupement (X) 
bioreversible dans les milieux intracellulaires. 

La voie de synthese utilisee dans cette invention consiste en 

20 I'utilisation d'une reaction de substitution nucleophile par Patome de 
soufre de la liaison P-S" d'un agent alkylant XL, L 6tant un groupement 
partant (halog^ne, ester, tosyl...) et X un groupement bioreversible. II 
s'ensuit qu'il est possible de transformer les fonctions P-S~ en 
phosphotriesters bioreversibles correspondants, comme il sera montre 

25 dans les exemples ci-apr6s, 

Un tel proc6de ne n^cessite pas une protection des bases 
heterocycliques et peut done etre effectue directement sur un 
oligonucleotide pr^alablement prepare. On peut ainsi parvenir a des 
oligomeres phosphorothioates triesters k partir d'oligom^res 

30 phosphorothioates diesters. En effet, un enchainement mixte comprenant 
des liaisons phosphodiesters (P-0") et phosphorothioates (P-S^ sera 
seiectivement alkyle au niveau des atomes de soufre. 

Les oligomeres phosphorothioates triesters selon la presente 
invention sont electriquement neutres dans le milieu extracellulaire et 

35 beneficient de ce fait d'une penetration amelioree dans la cellule. En 
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outre, ils permettent de ddlivrer intracellulairement des oligonucleotides 
phosphodiesters ou phosphorothioates diesters ^lectriquement charges 
susceptibles, k ce titre, d'etre substrats de la RNAse H lorsqu'ils forment un 
duplex mixte ARN/ADN avec leurs sequences complementaires cibles* 
5 Le principe de Tinvention s'applique a tout oligonucleotide de 

synthese, de serie ADN, ARN ou mixte, quelle que soit la cible biologique 
envisag^e, dans la mesure ou il presente des enchainements 
intemucleotidiques comportant une liaison P-S' susceptible d'etre alkylee 
par des groupements bioreversibles. 
10 Dans un mode de realisation, les oligonucleotides selon la presente 

invention repondent k la formule 

Y 

(I) Ri - P- R2 

\ 

SX 

15 dans laquelle : 

- Y repr^sente O ou S 

- Ri et R2 sont respectivement un residu en 3'-0 et 5'-0 d'un nucleoside 
ou d'un oligonucleotide dont I'enchainement intemucl^otidique est 
naturel ou modifi^, notamment dont Tenchainement est du type 

20 phosphorothioate triester de formule 

Y = P - SX 

- X est un radical -(CH2)n -Yi - W ou 

. Yi represente S ou O 
. n varie de 1 i 6 
25 . W represente : 

- soit SU avec U qui represente un radical alkyle, aryle, ou 
osidique 6ventuellement substitues, 

- soit - C " Z avec Y2 qui represente O ou S, et 

Y2 

30 Z qui represente un radical alkyle, aryle, ou osidique, 

eventuellement substitues. 
On entend ici par "oligonucleotide modifie" des modifications dans 
la partie sucre, dans la base ou encore dans Tenchainement phosphate, 
voire dans la configuration anomerique des enchainements. Ces 
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groupements X subissent une coupure enzymatique de la liaison Yit^W par 
Tactivation enzymatique d'enzymes intracellulaires selon un mecanisme 
illustre dans la Figure 1, 

Lorsque U et Z repr^sentent un radical alkyle, aryle ou osidique, on 
5 cite en particulier les radicaux alkyle en Ci et C7, benzyle, phenyl, et 
comme sucres le glucose, mannose ou rhamnose. 

Parmi ces groupements X, on cite plus particuli^rement -(CH2)n - S - 
S-Uou-(CH2)n-0-C-Z 
Y2 

10 et plus particuli^rement encore -(CH2)n O C Z, -(CH2)n-S-S-U, -(CH2)n S C Z 

O O 

avec n = 1 ou 2. 

Ces enchainements phosphorothioates triesters sont transformes 
sous Tinfluence d'enzymes intracellulaires, soit en phosphodiesters, soit 

15 en phosphorothioates diesters, comme il est montr6 par les etudes de 
decomposition en extraits cellulaires presentees ci-apres et les 
mecanismes indiques dans la Figure 1. 

Parmi les alkyles constituant les groupes U ou Z, on cite en 
particulier les alkyles inf^rieurs ^ventuellement substitues par un groupe 

20 choisi parmi hydroxy, SH ou NH2. 

Ainsi, dans un mode de realisation particulier de Tinvention, X 
represente -(CH2)n - S - S - (CH2)ni - Xi avec n et ni qui representent un 
entier de 1 ^ 4, de preference 2 et Xi repr&ente H, OH, SH ou NH2, ou X 
represente -(CH2)n - Yl - CO - Z, avec n = 1 ou 2 et Z = CH3 ou tBu. Plus 

25 particulierement encore X = tBu COOCH2-, CH3 COSHCH2CH2-, ou CH3COSCH2-. 

Les oligomeres phosphorothioates diesters eiectriquement charges 
sont quelque peu sensibles a la degradation nucieasique intracellulaire. 
C'est pourquoi, dans un mode de realisation avantageux selon I'invention, 
les oligonucleotides seront constitues d'un oligomere chimerique 

30 comportant une sequence centrale d'ADN ou d'ARN dont les 
enchainements intemucieotidiques comportent une liaison Y = P - SX, 
cette sequence centrale etant flanquee en 5* et 3' de sequences d'ADN ou 
ARN modifiees de sorte qu'elles resistent aux nucleases et/ou stabilisent 
rhybridation avec un brin compiementaire. 
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Ce mode de realisation est particulierement avantageux dans le cas 
d'une approche anti-sens dans laquelle on utilise un oligonucleotide de 
type ADN, de fagon k former un duplex ADN/ARN qui sera ainsi substrat de 
la RNAse H. Ces oligomeres chim6riques selon I'invention combinent 
5 toutes les proprietes avantageuses de penetration cellulaire, resistance 
aux enzymes intra- et extracellulaires et formation de duplex substrats de 
la RNAse H. 

En particulier, on utilisera des composes de formule I dans laquelle 
Ri et R2 ont des sequences aux extremit^s 5' et 3' avec des enchainements 
10 internucleotiques, electriquement neutres, qui resistant k la degradation 
par les nucleases extra- et intra cellulaires, tels que des enchainements du 
type methylphosphonate. 

Selon un autre mode de realisation, les oligonucleotides selon 
I'invention sont constitues d'un oligom^re chimerique comportant une 
15 sequence centrale d'ADN ou d'ARN d'anomerie ft, dont les enchainements 
intemucieotidique s sont du type Y = P - SX, cette sequence centrale etant 
flanquee en 5' et 3' de sequences d'ADN ou d'ARN d'anomdrie alpha. 

En particulier, un oligonucleotide selon I'invention peut etre 
constitue d'un pligomere chimerique contenant une sequence centrale 
d'enchainement R-nucieosides phosphorothioates triesters a 
enchainement intemucieotidique de type Y = P - SX encadree par des 
flancs constitues de sequences d'enchainements d'alpha nucleosides 
phosphates diesters. 

D'une maniere generale, differents nucleotides peuvent rentrer 
dans la formulation d'oligonucieotides selon I'invention. Les 
oligonucleotides faisant I'objet de la presente invention peuvent etre 
composes par une sequence de bases nucieotidiques comportant de 
I'adenine (A), de la guanine (G), de la cytosine (C), de la thymine (T) et de 
I'uracile (U), ou les oligonucleotides peuvent egalement comporter des 
nucleotides rares (Inosine, 1, ou rl par exemple) ou des nucleotides 
modifies, soit en serie desoxyribo-, soit en serie ribo-, relies enire elles par 
des Uaisons phosphodiesters non-modifiees ou modifiees selon la presente 
invention. 

En particulier, les oligonucleotides peuvent comporter des 
35 nucleotides reactifs, capables d'etablir des liens avec la sequence de la 
molecule cible compiementaire a I'oligonucieotide. 



20 



30 
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Ainsi, les oligonucleotides selon Tinvention peuvent porter des 
groupements reactifs greff^s sur les nucleotides, comme par exemple des 
groupemenis psoral^ne, ou d'autres agents de pontage ou agents 
intercalant pouvant r^agir avec la sequence de la molecule cible 
5 compl^mentaire a roligonucl6otide. 

Font ^galement panie de invention des oligonucleotides couples k 
des molecules pennettant d'accroitre leur penetration intracellulaire, et 
en particulier des groupements lipophiles, des polypeptides ou des 
proteines. 

10 Les oligonucleotides selon Tinvention sont prepares k partir d*un 

oligonucleotide presentant des enchainements internucl^otidiques 
phosphothioates diesters du type Y = P - S" On effectue une reaction de 
substitution nucl^ophile par Tatome de soufre de la liaison -P-S^des dits 
enchainements phosphorothioates diesters sur un agent alkylant XL 

15 conduisant ainsi a la formation d'un oligonucleotide d'enchainements 
phosphorothioates triesters Y = P - SX, L etant un groupe partant tel que 
halogene, ester, tosyl, et X 6tant un groupement bioreversible selon 
Tinvention. 

Les oligonucleotides phosphorothioates diesters a enchainement 
20 Y = P - sont prepares par les m^thodes conventionnelles de synthese, 
par voie chimique, biochimique, ou par des approches faisant appel a des 
combinaisons des techniques de la chimie de synthase et de la biologie 
moieculaire. 

Parmi les m^thodes qualifiees de conventionnelles, diverses 
25 methodes de synthase chimique d'oligonucleotides ont €i€ d^veloppees et 
sont bien connues des specialistes travaillant dans ces domaines. Par 
exemple, une methode consiste a utiliser un support solide dit CPG 
(controlled pore glass) sur lequel le premier nucleoside est fixe 
covalement par un bras de couplage, par rintermediaire de son extremity 
30 3 'OH, L'extremite 5 'OH du nucleoside est protegee par un groupe di-p- 
methoxytrityl acido-labile. Cette approche, utilisant la chimie des 
phosphites triesters, et dans laquelle des d^soxynucleosides 
3'phosphoramidites sont utilises comme synthons est appelee la methode 
des phosphoramidites. Cette approche est la plus utilisee actuellement et 
35 presente I'avantage d'etre entiferement automatique. 
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Une autre approche utilis6e pour la synrhfese d'oUgonucleotides est 
celle de la chimie des phosphonates. Cette approche commence par la 
condensation d'un desoxynucUoside 3'-H-phosphonate avec un 
deoxynucl6oside coupl6 k un support de verre ou de sUice. Des cycles de 
condensation successifs conduisent k la synthese d'oUgonucleotides H- 
phosphonates. Ces oligonucleotides sont oxydes en une 6tape pour donner 

les phosphodiesters. 

En utilisant I'une ou I'autre de ces techniques, ou tout autre 
procedure s^quentielle permettant la synthase de chaines 
polynucl^otidiques de sequence determin^e k I'avance, on obtient des 
oligonucleotides presentant la structure de depart desiree. 

Des synthases d6taill6es d'oUgonucleotides phosphorothioates 
diesters ont ^te decrites. par exeinple, dans J. Am. Chem. Soc. 106: 6077-6079 
(1984) et Nucleic Acids Res. 14: 5399-5407 (1986). 
15 Les oligonucleotides peuvent etre utUises a titre de reactifs ou 

principes actifs dans des compositions diagnostiques. cosmetologiques ou 
pharmacologiques diverses k des concentrations variables et avec les 
excipients appropries selon les appUcations. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
20 apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre. 

La Figure 1 repr^sente les mecanismes de decomposition 
intracellulaire des groupements bioreversibles. 
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I - Exemples 1 a 3: synthase des dinucleosides phosphorothioates 
triesters 4a, 4b et 4c et evaluation de leur stabilite en milieu 
bioiogique 

5 

I-l - synthese des composes 4a, 4b et 4c 

Conditions generales: 

10 Les chromatographies sur couche mince (C.C.M.) sont realisees sur plaque de silice 
Merck 60 F254. Les produits sont detectes a la lampe U.V. (254 nm) et reveles par 
chaufFage apres pulverisation d'acide sulfurique a 10% dans Tethanol 95°. 
Les chromatographies sur colonne de gel de silice sont eflFectuees avec de la silice 
Kieselgel 60 (40vim-63^m). 

15 Les spectres de RMN du proton sont enregistres a temperature ambiante sur un appareil 
Broker AC 250. Les echantillons sont solubilises dans le DMSO-t/g Les deplacements 
chimiques (5) sont exprimes en ppm par rapport au signal du DMSO-c/j fixe a 2,49 ppm, 
pris comme reference interne. Les constantes de couplage sont donnees en Hertz. La 
muhiplicite des signaux observes est indiquee par une lettre minuscule: 

20 m: multiplet; pq: pseudo-quartet, t: triplet; d; doublet; s: singulet; si: singulet large 

On represente par Ni le nucleoside ayant sa fonction 5*0H libre et par N2 le nucleoside 
ayant sa fonction 3'OH libre. 

Les spectres de RMN du phosphore sont enregistres a temperature ambiante sur un 
appareil Briiker WP 200 SY avec decouplage du proton. Les echantillons sont solubilises 
25 dans CD3CN ou dans le DMSO-Jg. Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm 
par rapport a H3PO4 66% pris comme reference exteme. 

Les spectres de masse sont eflFectues sur un appareil JEOL JMS DX 300 par la methode 
d*ionisation FAB en mode positif avec differentes matrices: glycerol (G), glycerol / 
thioglycerol (GT) ou alcool 3-nitrobenzylique (NBA). 
30 L'acetonitrile a ete distille apres une nuit de chaufFage a reflux sur hydrure de calcium et 
est conserve sur tamis molecaxlaire (4 A). 

Les agents d'alkylation ont ete synthetises selon des procedes decrits dans la litterature: 

- iodure de pivaloyloxymethyle: European Patent Appl N° 843080672 

- bromoethylacetylsulfiire: P. Nylen, A. Olsen, SvenskKem. Tid,, 53, 274 (1941). 

35 - bromomethylacetylsulfure: G.K. Farrington, A. Kumar. F.C. Wedler, Oppi briefs, 21, 
390 (1989). 



wo 94/26764 



PCT/FR94/00563 



11 

Les dinucleosides phosphorothioates diesters ont ete synthetises selon des methodes 
classiques, decrites dans la litterature, utilisant la chimie des H-Phosphonates (J. 
Stawinski, M. TheUn, Nucleosides and Nucleotides, % 129 (1990). PJ. Garegg, T. 
Regberg, J; Stawinsky, Stromberg, Nucleosides and Nucleotides^ 6, 655 (1987). 
5 Des solutions aqueuses d*hydrogenocarbonate de triethylammonium (TEAB) 1 M et 0,5 
M, pH= 7 ont ete utilisees pour neutraliser les milieux reactionnels et pour realiser les 
extractions. 

Avant lyophilisation, les solutions sont filtrees sur filtre Millex HV-4 (Millipore, 0,45 \i 
m). 

10 




OmtrO DmtrO OH 

(1) (3o-c) (4o-c) 



c: R = tBuCOOCH^- ; b, (t R = CHjCOSCHjCHz- ; c R = CHjCOSCH^- 
X = I (a, c et d); Br (b) 

15 

Exemple 1 

□ 0-[5'-0-(4,4'-Diinethoxytrityl)thyinidin-3'-yl] 0-[3»-0-(4,4*. 

Dimethoxytrityl)thymidin-5'-yl] S-(pivaloyloxymithyl) Pbosphorothioate (3a): 

20 

A une solution de dinucleoside pbosphorothioate diester (1) (254 mg; 0,2 mmol.) dans 
racetonitrile anhydre (10 nil) est additionne I'iodure de pivaloyloxymethyle (2a) (484 mg, 
2 mmol.). La reaction est agitee a temperature ambiante durant 30 minutes, puis le milieu 
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reactionnel est neutralise par addition d'une solution aqueuse de TEAB 1 M (2 ml) et 
laisse sous agitation durant 5 minutes. Puis le melange reactionnel est verse sur une 
solution aqueuse de TEAB 0,5 M (50 ml) et extrait avec du dichloromethane (3 x 30 ml). 
Les phases organiques sont rassemblees, lavees a I'eau (50 ml), sechees sur sulfate de 
5 sodium, filtres puis evaporees a sec. Le residu est ensuite chromatographie sur colonne de 
gel de silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 2%) dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant (3a) sont rassemblees et concentrees sous 
pression reduite pour conduire a un residu solide blanc (220 mg; 86%) qui est 
soigneusement seche pour etre utilisee dans Tetape suivante. 

10 

Rf = 0,67 (CH2CI2 / MeOH: 9 / 1). 

□ 0-(Thyinidin-3'-yl) 0-(Thymidin-5'-yI) S-(pivaloyloxyniethyl) Phosphorothioate 
(4a): 

15 

Le dimere phosphorothioate triester totalement protege (3a) est dissous dans un melange 
acide acetique / eau / methanol (8:1:1. v:v:v) (10 ml). La reaction est laissee sous 
agitation a temperature ambiante pendant 5 heures. On evapore alors le milieu rectionnel 
et on coevapore plusieurs fois a Teau et au toluene. Le residu est ensuite chromatographie 
20 sur colonne de gel de silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 10%) 
dans le dichloromethane. Les fractions contenant le produit (4a) sont rassemblees, 
concentrees sous pression reduite, puis le residu est coevapore plusieurs fois au dioxanne 
et lyophilise dans le dioxanne. 

On obtient (4a) sous forme d*une poudre blanche (98 mg, 85%). 

25 

Rf = 0,2 (CH2CI2 / MeOH: 9 / 1 ) 

MS: FAB>0 (NBA): 677: (M+H)+; 551; (M-B)+; 424: (M-(2B+2H))-^ 
RMN 31p (CD3CN): 5= 27,21 et 27,31 ppm (2 diastereoisomeres) 
RMN iH (DMSO-rf(j): 5= 11,34 (si, 2H, 2NH); 7,68 et 7.48 (2m, 2H, 2H6); 6,21 (m, 
30 2H, 2HiO; 5,48 (d, IH, OH3. J= 4,4 Hz); 5,41 (d, 2H, SCH2O, J = 20 Hz); 5,26 (t, IH. 
OHss J = 5,1 Hz). 5.10 (m, IH, Hy (Ni)); 4.26 (m, 3H, Hy (N2), H5. et H5« (N2)); 
4,12 (m, IH, H4' (N])); 3,96 (m, IH. H4< (N2)); 3,61 (m, 2H, Hy et Hs" (N])); 2,38 (m, 
2H, Hy et H2» (N])); 2,14 (m, 2H, Hy et H2» (N2)); 1,79 et 1,77 (2s, 2CH3 (N] et 
N2)); 1,13 (d.9H,(CH3)3C) ppm. 

35 

Exemple 2 
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□ 0-[5'-0-(4,4'-Dimethoxytrityl)thyinidin-3'-yl] O-[3'.0-(4,4'- 
Diinethoxytrityl)thymidin-5'-yl] S-(acetylthioethyl) Phosphorothioate (3b): 

A une solution de dinucleoside phosphorothioate diester (1) (50 mg; 0.0394 mmol.) dans 
5 Tacetonitrile anhydre (5 ml) est additionne le bromoethylacetylsulfure (2b) (360 mg; 1,97 
mmol.). Le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante durant 5 jours, puis il est 
neutralise par addition d'une solution aqueuse de TEAB 1 M (1 ml) et laisse sous 
agitation pendant 5 minutes. Le melange reactionnel est ensuite verse sur une solution 
aqueuse de TEAB 0,5 M (25 ml) et extrait avec du dichloromethane (3 x 15 ml). Les 
10 phases organiques sont rassemblees, lavees a I'eau (25 ml), sechees sur sulfate de sodium, 
filtrees puis evaporees a sec. Le residu est ensuite chromatographic sur colonne de gel de 
silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 4%) dans le 
dichloromethane. On obtient (3b) sous forme d'un solide Wane (27 mg, 55%). 

15 Rf = 0,75 (CH2CI2 / MeOH: 9/1). 

□ 0-(Thymidin-3'-yI) 0-(Thyinidin-5*-yl) S-(acetylthioethyl) Phosphorothioate 
(4b): 

20 Le dinucleoside phosphorothioate triester totalement protege (3b) est dissous dans un 
melange acide acetique / eau / methanol (8:1:1, v:v:v) (5 ml) et laisse sous agitation toute 
une nuit. Le lendemain, on evapore le milieu reactionnel et on coevapore plusieurs fois a 
I'eau puis au toluene. Le residu solide est ensuite chromatographic sur colonne de gel de 
silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 10%) dans le 

25 dichloromethane. Les fractions contenant le dinucleoside phosphorothioate triester 
detrityle (4b) sont rassemblees, evaporees sous pression reduite, puis le residu est 
coevapore au dioxanne et lyophilise dans le dioxanne. On obtient (4b) sous forme d'une 
poudre blanche (12 mg, 86%). 

30 Rf = 0,35 (CH2CI2 / MeOH: 9 / 1) 
MS: FAB>0 (GT): 665: (M+H)^ 
RMN 31p (DMSO-rftf): 5 = 28,09 et 28,22 ppm 

RMN 1h (DMSO-rf^): 5 = 11,34 (2s, 2H, 2NH); 7,68 et 7,48 (2d, 2H, 2H6); 6,20 (t, 
2H, 2Hi.); 5,48 (d, IH, OH3O, 5,26 (pq. IH, OH5O, 5,09 (m, IH, Hy (N])), 4,26 (m, 
35 3H, Uy (N2). Hy et H5" (N2)); 4,10 (m, IH, H4» (Ni)); 3.95 (m, IH, H4. (N2)); 3,61 
(m, 2H, H5' et H5« (N])); 3,13 et 3,02 (2m, 4H, SCH2CH2S); 2,29 (m, 2H, Hy et H2" 
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(Ni)); 2,33 (d, 3H, CH3CO); 2,13 (m, 2H, Hr et H2"(N2)); 1,77 et 1,78 (2s, 6H, 2CH3 
(Nj etN2))ppni. 

Exemple 3 

5 

□ 0-[5*-0-(4,4'-Diinethoxytrityl)thyinidin-3*-yl] 0-[3'-0-(4,4'- 
Diinethoxytrityl)thyinidin-5*-yl] S-(ac6tyIthiomethyI) Phosphorothioate (3c): 

A une solution de dinucleoside phosphorothioate diester (1) (58 mg; 0,0457 mmol.) dans 
10 racetonitrile anhydre (5 ml) est additionne I'iodomethylacetylsulfure . (98 mg; 0,457 
mmol). La reaction est laissee sous agitation toute une nuit a temperature ambiante, puis 
le milieu reactionnel est neutralise par addition d'une solution aqueuse de TEAB 1 M ( 1 
ml) et laisse sous agitation durant quelques minutes. Puis le melange reactionnel est verse 
sur une solution aqueuse de TEAB 0,5 M (25 ml) et extrait avec du dichloromethane (3 x 
15 15 ml). Les phases organiques sont rassemblees, lavees a I'eau (25 ml), sechees sur sulfate 
de sodium, filtrees puis evaporees a sec. Le resisu est ensuite chromatographic sur 
colonne de gel de silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 3%) dans 
le dichloromethane. On obtient (3c) sous forme d*un solide blanc (46 mg, 80%). 

20 Rf = 0,55 (CH2CI2 / MeOH : 9 / 1). 

□ 0-(thymidin-3*-yl) 0-(thymidin-5*-yl) S-(acetylthiomethyl) Phosphorothioate 

(4c): 

Le dinucleoside phosphorothioate totalement protege (3 c) est dissous dans un melange 
acide acetique / eau / methanol (8: 1:1, v:v:v) (5 ml) et laisse sous agitation a temperature 
ambiante toute une nuit, Le lendemain, on evapore le milieu reactionnel et on coevapore 
plusieurs fois a Teau et au toluene, Le residu est ensuite chromatographic sur colonne de 
gel de silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 10%), Les fractions 
contenant le dinucleoside phosphorothioate triester detrityle (4c) sont rassemblees et 
concentrees sous pression reduite. Le residu est coevapore au dioxanne puis lyophilise 
dans le dioxanne. On obtient (4c) sous forme d*une poudre blanche (20 mg, 85%). 

Rf = 0,62 (CH2CI2 / MeOH : 8 /2 ) 
MS: FAB>0 (GT): 651 (M+P1)+ 

RMN 31p (CD3CN): 5 = 27,22 et 27,44 ppm (2 diastereoisomeres). 



30 



wo 94/26764 



PCT/FR94/00563 



15 

RMN iH (DMSO-rftf): 5 = :1 1,34 (d, 2H, 2 NH); 7,70 et 7,49 (2d, 2H, 2H6); 6,22 (m, 
2H, 2Hit); 5,48 (d, IH, OH3O; 5,37 (m, IH, OH5O; 5,08 (m, IH, Hy (N))); 4,29 (m, 
5H, Hy Hs- et H5.' (N2), SCH2S); 4,13 (tn, IH, H4. (Ni)); 3,97 (m, IH, H4. 

(N2)); 3,62 (m, 2H, H5. et H5" (Ni)), 2,39 (m, 5H, et Hr (N]), CH3CO); 2,15 (m, 
5 2H, H2- et H2» CN2)); 1,78 (s, 6H, 2CH3 (N 1 et N2)). 

1-2 - Etudes de stability des dimferes phosphorothioates 
triesters 4a, 4b et 4c 

10 

Conditions generales; 

# Methode 

15 

La stabilite des dimeres (4a), (4b) et (4c) dans difFerents milieux biologiques a ete etudiee 
selon une technique C.L.H.P. mise au point au laboratoire (A, Pompon, I, Lefebvre, J,-L, 
Imbach, Biochemical Pharmacology, 43, 1769 (1992).), qui ne necessite aucune 
manipulation prealable de I'echantillon et permet son injection directe: une precolonne, 
20 qui permet d'eliminer les proteines, remplie d'un nouveau materiau I.S,R.P. (Internal 
Surface Reverse Phase) est associee a une colonne haute resolution (phase inverse) 
permettant I'analyse chromatographique. 

# Materiel: 

25 

Le chromatographe (Waters-Millipore) est compose de : 

- un programmateur M 680 

- deux pompes M 510 

- un inject eur automatique WISP 712 

30 - un detecteur U. V. a barrette de diodes M 990 

- un microordinateur NEC APC IV 

- une imprimante Waters 990 

- une vanne 6 voies modele 7010 (Rheodyne), 
Lcs colonnes sont foumies par la S.F.C.C.-Shandon: 

35 - Precolonne I.S.R.P. (Ultrabiosep C ig, 10 |im, 4,6 nun x 10 mm) 

- Colonne analytique phase inverse (Nucleosil CI 8, Sjim, 4,6 nun x 100 mm) 
La colonne analytique est thermostatee a 30°C, 
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L* exploitation des resultats se fait sur le logiciel EUREKA. 
• Produits chimiaues: 

5 L'eau distiilee est purifiee sur un systeme MilliQ (Waters-Millipore), 
L*acetonitrile est de qualite H.P.L.C.-lointain U.V. (Fisons), 
L'acetate d'ammonium est de qualite "pour analyses" (MERCK), 
Les milieux de culture sont composes de 90% de RPMI 1640 et de 10% de serum de 
veau foetal inactive par la chaleur (GIBCO), 

10 Les extraits cellulaires ont ete aimablement foumis par M^^^^ A,-M, Aubertin 
(Universite de Strasbourg I). lis sont prepares de la fafon suivante: des cellules CEM en 
croissance exponentielle sont separees du milieu de culture par centrifiigation (lO^g, 4 
min, 4°). Le residu (environ 100 ^il, S.IO^ cellules) est mis en solution dans 2 ml de 
tampon (Tris-HCl 140 mM, pH=7,4) et sonique. Le lysat est centrifuge (lO^g, Ih, 4'') 

15 pour eliminer les membranes, les organites et la chromatine. 
Deux types d'eluants ont ete utilises pour la C.L.H.P.: 

- eluant A: Tampon acetate ammonium 0,1 M, pH = 5,9, 

- eluant B: Tampon acetate d'ammonium 0,1 M, acetonitrile 50%, pH = 5,9, 

20 % Preparation des echantillons: 

On prepare une solution 10*2 M du compose a etudier dans le DMSO. 

Cette solution est diluee avec de Teau pour conduire a une solution mere de concentration 

5.10-4 M. 

25 

a) - etude de stabilite en miiieu de culture: 

100 ^1 de solution mere du compose a etudier sont ajoutes a 900 \il de milieu de culture 
prealablement filtres sur filtre sterile MiUex GV (Nfillipore, 0,22 ^im). Apres melange, des 
30 fractions (100 |il) sont reparties dans des tubes Eppendorf steriles. Ces tubes sont places 
dans une etuve a 37°C et preleves en fonction de revolution cinetique. Les echantillons 
sont immediatement analyses par C.L.H.P. (volume injecte: 80 ^il) ou conserves a -25^C 
en vue d'une analyse ulterieure. 



35 



b) - itnde de stability en extrait cellulaire: 
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100 ^il de solution mere du compose a etudier sont ajoutes a 900 d'extrait cellulaire 
prealablement filtres sur filtre sterile Millex GV (Millipore, 0,22 |am). Apres melange, des 
fractions (100 til) sont reparties dans des tubes Eppendorf. Ces tubes sont places dans 
une etuve a 37°C et preleves en fonction de revolution cinetique. Les echantillons sont 
5 immediatement analyses par C.L.H.P.. 

Resultats: 

10 Les resultats concemant les etudes de stabilite des trois dimeres (4a), (4b) et (4c) sont 
rassemblees dans le tableau ci-dessous: 

Co = 5.10-5 M 

iy2 = temps au bout duquel la moitie du produit de depart s'est decomposee 
1 5 PO" = dinucleoside phosphodiester 

PS" = dinucleoside phosphorothioate diester 

% PO' , % PS" = fractions molaires de dinucleoside phosphodiester et de dinucleoside 
phosphorothioate diester, exprimees par rapport a la quantite initiale de dinucleoside 
phosphorothioate triester. 
20 Le pourcentage de PS" correspond a la quantite de dinucleoside phosphorothioate diester 
forme apres decomposition complete du dinucleoside phosphorothioate triester de depart 
(en corisiderant que le dinucleoside phosphorothioate diester est stable dans les conditions 
utilisees et s'accumule). 

Le pourcentage de PO" est calcule par la difference (100 - % PS" forme) car le 
25 dinucleoside phosphodiester se decompose rapidement des sa formation. 





RPMI + 10% s^rum 


extrait cellul. 


aire 




tl/2 


% po- 


% ps- 


tl/2 


%po- 


% ps- 


(4a) 


6h 


80 


20 


40 min 


/ 


100 


(4b) 


7h 


50 


SO 


10 min 


/ 


100 


(4c) 


1 h 


20 


80 


5-10 min 


/ 


100 
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II decoule de I'etude de stabilite des composes 4a-c presentee ci-dessuis que ceux-ci sent 
rapidement et selectivement transfomies en extrait cellulaire en leur phosphorothioate 
diester correspondant, ce qui est en accord avec l^hypothese originelle. 

5 

II - Exemples 4 a 6: synthase d^oligonucl^otides contenant des 
liaisons phosphorotbioates triesters par alkylation post-synthese 
de liaisons phosphorotbioates diesters. Evaluation de leur stability 
10 en milieux biologiques 

II-l - synthase des oligonucleotides 5c, 6b et 2b contenant 
des liaisons phosphorotbioates triesters 

15 

Conditions generales: 

Les oligonucleotides contenant des liaisons phosphorotbioates diesters ont ete synthetises 
en phase solide sur un synthetiseur d*ADN Applied Biosystems modele 381 A, sur des 
20 colonnes de support correspondant a une ^mole de nucleoside grefFe. 

La purification et Tanalyse des oligonucleotides 5c, 6b et 7b ont ete efFectuees par 
C.L.H.P. en utilisant un systeme chromatographique compose de materiel Waters- 
Millipore: 

- un programmateur M 680 
25 - un ordinateur NEC APC IV 

- une imprimante Waters 990 

- deux pompes M 510 

- un injecteur UgK 

- un detecteur U. V. a barrettes de diode 

30 Les colonnes et les precolonnes sont foumies par la SFCC-Shandon: 

- dans le cas de C.L.H.P. preparative, on a utilise une colonne NucleosD Cig N 
525 (lOmm x 250 mm) de granulometrie 5 |im protegee par une precolonne Nucleosil 
Cjg PSF-25 de granulometrie 5 |im. 

- dans le cas de C.L.H.P. analytique, on a utilise une colonne Nucleosil C]8 N 125 
35 (4,6mm x 150 mm) de granulometrie 5 \xm protegee par une precolonne Nucleosil 

Cjg PSF-25 de granulometrie 5 ^m. 
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Apres purification, les oligonucleotides sont filtres sur filtre Millex HV-13 (Millipore, 
0,45 |j.m) et soumis a plusieurs lyophilisations successives dans Teau. 

Le suivi des reactions d'alkylation des oligonucleotides et la purification des 
5 oligonucleotides alkyles 5c, 6b et 7b ont ete efFectues par C.L.H.P., sur un 
chromatographe Waters-Millipore compose de : 

- un programmateur 600 E 

- un systeme de pompage 600 

- un injecteur manuel 

10 - un detecteur U. V. 486 

- un micro-ordinateur Powermate SX Plus 

Le suivi des reactions d'alkylation a ete realise sur une colonne Nucleosil Cjg 5|im 
(4,6nim x 150 mm) protegee par une precolonne Nucleosil Cjg 5|im (S.F.C.C.- 
Shandon). 

15 La purification des oligonucleotides 5c, 6b et 7b a ete efFectuee sur une cartouche 
RADIAL-PAK Cjg 10|im pour support de colonne RCM (8 x 10), protegee par une 
precolonne GUARD-PAK Resolve Cjg (Waters-Millipore). 

Le dessalage des echantillons a ete realise sur une cartouche Cjg SEP-PAK (Waters- 
Millipore). 

20 Avant lyophilisation, les solutions sont filtrees sur filtre Millex HV-13 (Millipore, 0,45 \x 

my 

II-l-l - Exemple 4 ; synth^e du dodecamere chimerique 5c contenant 
une fenetre centrale phosphorothioate triester et des flancs 
25 methylphosphonates. 

a) - synthese d'un dodteamere contenant une fenetre centrale phosphorothioate 
diester et des flancs m^thylphsophonates. 

TTTTTTTTTTTT 



30 MP MP MP MP S" S- S" MP MP MP MP 

On a utilise le cycle standard d'elongation propose pour la synthese des oligonucleotides, 
en utilisant pour les flancs le synthon methylphosphonamidite et le melange I2 / THF / 
eau / pyridine comme agent d'oxydation, et pour la partie centrale (3 cycles 
35 d'incorporations) le synthon cyanoethylphosphoramidite et le reactif de Beaucage comme 
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agent de sulfiiration (R.P. Iyer, W. Egan, J.B. Regan, S.L. Beaucage, X Am, Chem, Soc,, 
ill, 1253 (1990)). 

Le decrochage de Toligonucleotide du support et sa deprotection ont ete realises selon le 
precede classiquement decrit pour les methylphosphonates (P.S. Miller, M.P. Reddy, A. 
5 Murakami, K.R. Blake, S B. Lin, C.H. Agris, Biochemistry, 25, 5092 (1986).) en utilisant 
une solution d'ethylenediamine dans I'ethanol absolu (1:1, v:v); 

La synthese sur Techelle dHine micromole nous a conduit a un brut de synthese de 75 
unites d'absorbance a 260 nm (unites A260)- 
10 Apres purification par C.L.H.P. preparative, nous avons obtenu 37 unites A26O 
d'oligonucleotide chimerique d'une purete spectrophotometrique de 100% (determinee 
par analyse C.L.H.P.). 



15 b) - Alkylation des liaisons phosphorothioates diesters . 



Ill 



T T T 



T 
J 



1 I \ \ r 

MP MP MP MP S" 



T 



50** C 



une nuft 



S" S" MP MP MP MP 

CH3CO-S-CH2- I (60 eq) 
CH3CN /tampon phosphote (pH= 6) 



1.1,1 



I II \ \ \ \ \ 
MP MP MP MP SR SR SR MP MP MP MP 



Dans un eppendorf, on introduit successivement: 
20 - 120 \x\ d'acetonitrile 

- 135 jil de tampon phosphate 20 mM (pH = 6,15) 

- 15 ^il tfiodomethylacetylsulfure en solution 0,92 M dans racetonitrile 

- 30 |J de solution 7,66 mM d'oligonucleotide dans I'eau (soit environ 22 unites 

A26O) 

25 Ueppendorf est place dans un bain a sec prelablement thermostate a SO^'C. 

Des prelevements de 5 ^il sont eflfectues a difFerents temps de reaction et sont analyses 
par C.L.H.P. afin d'estimer Tavancement de la reaction. 
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Apres 16 heures de reaction, on ne detecte plus la presence de Toligonucleotide de depart 
(tr= 12,99 min) et Toligonucleotide totaiement alkyle (tr= 17,53 min) est purifie par 
CL.H.P.. 

5 L'oligonucleotide est ensuite dessale, avant d'etre lyophilise dans un melange eau / 
dioxanne (50:50, v:v) et analyse a nouveau par C.L.H.P.. 

On a obtenu 10 unites A26O ^oligonucleotide totaiement alkyle d'une purete 
spectrophotometrique de 97% (determinee par C.L.H.P.). 

10 

II-1-2 - exemple 5 ; synthese du dodecamere 6b entierement 
phosphorothioate triester. 

a) - synthese d'un dodecamere phosphorothioate diester 
15 d(Cp(s>Ap(S)Cp(S)Cp(S)Cp(S)Ap(S)Ap(S)Tp(S)Tp(S)Cp(S)Tp(S)G) 

On a utilise le cycle standarci d'elongation propose pour la synthese d*oligonucIeotides en 
utilisant les synthons cyanoethylphosphoramidites des quatre bases convenablement 
proteges et en rempla^ant I'etape d'oxydation par I2 / THF / eau / pyridine par une etape 
20 de sulfuration avec le reactif de Beaucage. 

Le decrochage de Toligonucleotide du support et sa deprotection ont ete realisees par un 
traitement a Fammoniaque concentre (32%) pendant une nuit a 55°C. 

b) • alkylation des liaisons phosphorothioates diesters. 

25 

A une solution 6,4 mM d'oligonucleotide phosphorothioate diester, 
d(Cp(S)Ap(S)Cp(S)Cp(S)Cp(S)Ap(S)Ap(S)Tp(S)Tp(S)Cp(S)Tp(S)G) dans de I'eau 
(42 III) on ajoute successivement du tampon phosphate (pH= 6,15, 123 |il), de 
racetonitrile (120 |il) et une solution 1 M d'iodoethylacetylsulfure (2d) (55 jil). Le 
30 melange est maintenu a 50°C pendant 48 heures. Apres evaporation, le residu est purifie 
par CL.H.P. . La fraction contenant le dodecamere phosphorothioate entierement alkyle 
6b est dessale et le residu d'evaporation repris dans un melande eau / dioxanne (50:50, 
v.v, 1 ml) est lyophDise. 

Rendement 35%. La r^fdrence (2d) se rapporte k la nomencla- 
35 ture utilisde dans le schema de synthase du paragraphe 1-1. 
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II-1-3 - exemole 6 : synthese du dod6camdre chimerique 7b contenant 
une fenetre centrale constitute de ^-nucleosides phosphorothioates 
triesters et des flancs constitues d'a-nucleosides phosphates diesters. 

5 a) - synthese du doddcamere contenant une fenetre p-phosphorothioate diester et 
des flancs a-phosphates diesters d[a-(TCTT)3'-^3'p-(Tp(S)Tp(S)Cp(S)C)5'->5'o- 
(CTCT)] 

On a utilise le cycle standard d'elongation propose pour la synthese des oligonucleotides 
10 en utilisant pour les flancs les synthons cyanoethylphosphoramidites d'anomerie a 
convenablement proteges sur les bases et le melange I2 / THF / eau / pyridine comme 
agent d'oxydation, et pour la partie centrale les synthons cyanoethylphosphoramidites 
d'anomerie P convenablement proteges sur les bases et le reactif de Beaucage comme 
agent de sulfiiration. 



15 



b) - all^lation des liaisons phosphorothioates diesters. 



A une solution U mM d'oligonudeotide d[a-(TCTT)3'-*3'|3-(Tp(S)Tp(S)Cp(S)C)5'->5' 
a-(CTCT)] dans de I'eau (20 on ajoute successivemerit du tampon phosphate (pH= 
20 6,15, 145 ^l) et une solution 1 M d'iodoethylacetylsulfure (2d) (55 nl). Le melange est 
maintenu a 50''C pendant 48 heures. Apres evaporation, le residu est purifie par C.L.H.P.. 
La fraction contenant le dodecanucleotide (7d) alkyle sur les trois liaisons 
phosphorothioates centrales est dessalee puis lyophilisee. Rendement 47%. 

25 II-2 - Etude de stability des oligonucleotides chim^riques 5c, 

6b et Tb dans des milieux biologiques. 

rnnditinns g^n^rales! 

30 Les conditions generales sort les memes que celles utilisees pour les etudes de stabilite 
des dimeres phosphorothioates triesters, en ce qui conceme la methode, le materiel et les 
produits chimiques 



35 



• Pr^aration des dchantillons: 

on prepare une solution mere d'oligonudeotide dans le dioxanne (10 unites A26O 
d'oligonudeotide dans 200 ^l de dioxanne). 



wo 94/26764 



PCT/rR94/00563 



23 

a) - etude de stabilite en milieu de culture: 

On preleve 30 ^l de solution mere d'oligonucleotide (soit environ 1,5 unites A26O). que 
Ton ajoute a 1470 ^l de milieu de culture prealablement filtre sur filtre sterile Millex G\' 
5 (Millipore. 0,22 ^m). Apres melange, des fractions (100 |al) sont reparties dans des tubes 
Eppendorf steriles. Ces tubes sont places dans une etuve a 3TC et preleves en fonction 
de revolution cinetique. Les echantillons sont inunediatement analyses par C.L.H.P. 
(volume injecte 80 ^1) ou conserves a -25°C en vue d'une analyse ulterieure. 

10 b) - etude de stabilite en extrait cellulaire: 

10 de solution mere d'oligonucleotide sont ajoutes a 990 d'extrait cellulaire 
prealablement filtres sur filtre sterUe Millex GV (MilUpore, 0.22 ^im). Apres melange, des 
fractions (100 |il) sont reparties dans des tubes Eppendorf steriles, placees dans une etuve 
15 a 3 7''C, prelevees a des temps differents et inunediatement analysees par C.L.H.P.. 

Resultats: 

Les resultats concemant les etudes de stabUite des trois oUgonucleotides 5c, 6b et 7b 
20 sont rassembles dans le tableau ci-dessous 



30 





RPMI + 10% serum 


extrait 
cellulaire 


oligonucleotide 
etudie 


t|/2 de disparition 
die Foligonucleotide 
de depart 


t]/2 de disparition 
de l*oligonucleotide 
de depart 


tl/2 de formation 
de I'otigonudeotide 
totalement 
deprot^e 


5c 


40 min 


< 5 min 


20 min 


6b 


SS min 


< 2 min 


25 min 


7b 


35 min 


< 2 min 


20 min 



35 
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L'ensemble des donnees concemant les composes 5c, 6b et 7b montre sans ambiguite 
qu'il est possible de proteger selectivement par des groupements bioreversibles des 
fonctions intemucleotidiques phosphorothioates. De plus, il est bien confirme en extrait 
cellulaire que de tels oligonucleotides phosphorothioates triesters sont rapidement 
^ deproteges. 

La Figure 1 represente le mecanisme de decomposition des groupements 
bioreversibles selon I'invention. 

10 



15 



20 



25 



30 



35 
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RFVENDICATIONS 

1. Oligonucleotide phosphorothioate triester caracterise en ce qu'il 
comporte des enchainements internucleotidiques qui pr6sentent une 
liaison P-S- protegee par un groupement (X) bioreversible dans les 
milieux intracellulaires. 



2. Oligonucleotide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
repond k la formule generate suivante 

(I) Ri - P-R2 

SX 

dans laquelle : 
- Y represente O ou S 
15 - Ri et R2 sont respectivement un residu 3'- O et 5'- O d'un nucleoside 

ou d'un oligonucleotide dont Tenchainement intemucleotidique est 

naturel ou modifie, notamment dont Tenchainement est du type 

phosphorothioate triester de formule 

Y = P - SX 

20 - X est un radical -(CH2)n-Yi-Wou 
. Yi represente S ou O 
. n varie de 1 i 6 
, W represente : 

- soit SU avec U qui represente un radical alkyle, aryle, ou 
25 osidique eventuellement substitues, 

- soit - C - Z avec Y2 qui represente O ou S, et 

h 

Z qui represente un radical alkyle, aryle, 
ou osidique eventuellement substitues. 



30 



3. Oligonucleotide selon la revendication 2 caracterise en ce que X 

C- 
U 

Y2 



repr&ente -(CH2)n - S - S - U ou -(CH2)n ' ^ " f, ' ^ 
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4. Oligonucleotide selon la revendication 2 ou 3 caracterise en ce 

que X represente -(CH2)n O C Z, -(CH2)n-S-S-U. -(CH2)n SC Z, avec n = 1 ou 2. 

II II 
O O 

5 5. Oligonucleotide selon I'une des revendications 2^4 caracterise 

en ce que U et Z sont un alkyl inferieur eventuellement substitu6 par un 
ou des groupe(s) ch6isi(s) parmi OH, SH, ou NH2. 

6. Oligonucleotide selon la revendication 5 caracterise en ce que X 
10 represente -(CH2)n - S - S - (CH2)ni - Xi avec n et ni qui repr6sentent un 

entier de 1 a 4, de preference 2 et Xi represente H, OH. SH ou NH2, ou X 
represente -(CH2)n - Yi - CO - Z, avec Z - CH3 ou tBu, 

7. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 6 caracterise 
15 en ce qu'il est constitue d'un oligomere chimerique comportant une 

sequence centrale d'ADN ou d'ARN dont^ les enchainements 
intemucieotidiques comportent une liaison Y = P - SX, cette sequence 
centrale etant flanquee en 5' et 3' de sequences d'ADN ou ARN modifiees de 
sorte qu'elles resistent aux nucleases et/ou stabilisent Thybridation avec 
20 un brin complementaire. 

8. Oligonucleotide selon Tune des revendications 2 k 7 caracterise 
en ce que Ri et R2 ont des sequences aux extremites 5' et 3' 
respectivement, eiectriquement neutres, et qui resistent k la degradation 

25 par les exonucieases. 

9. Oligonucleotide selon la revendication 8 caracterise en ce que les 
enchainements intemucieotidiques aux extremites 5' et 3' respectivement 
de Ri et R2 sont du type methyl-phosphonate. 
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10. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 7 caracteris^ 
en ce qu*il est constitue d'un oligomere chimerique comportant une 
sequence centrale d'ADN ou d'ARN d'anom6rie R, dont les enchainements 
internucleotidiques sont du type Y = P - SX, cette sequence centrale etant 

5 flanquee en 5' et 3 ' de sequences d'ADN ou d'ARN d'anomerie alpha. 

11. Oligonucleotide selon la revendication 10 caracterise en ce qu'il 
est constitue d'un oligomere chimerique contenant une sequence centrale 
d'enca'drement de R-nucleosides phosphorothioates triesters a 

10 enchainement internucleotidique de type Y = P - SX encadr6e par des 
flancs constitues d'enchainements d'alpha nucleosides phosphates 
diesters. 

12. Proced^ de preparation d'un oligonucleotide selon Tune des 
15 revendications 1^11 caracterise en ce qu'on effectue une reaction de 

substitution nucleophile par Patome de soufre de la liaison -P-S d'un 
oligonucleotide phosphorothiate diester sur un agent alkylant XL, 
conduisant ainsi k la formation d'enchainements internucleotidiques 
phosphorothiates triesters Y = P - SX. L etant un groupe partant tel 
20 halogene, ester, tosyl. et X etant un groupement bioreversible tel que 
defini dans les revendications 1^11. 
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1 /I 



Y 

II 



SX 



R2 



X -CH2CH2OCOZ 



CH2CH2SCOZ 



T" 

CH2SC0Z 




CHgCHgSSU 



R1- 



Y 

II 

-P- 
I 

0- 



■R2 



4- 



. acHvahon 
"enzyniahque 



CH2SSU 



Ri- 



phosphodies^e^ Y= 0 
phosphorohhioate Y= S 



I CH2i 



CH2OCOZ 



s 

sh' 



R2 



> 



Rr 



Y 

II 

|^R2 

s- 



phosphorolhicate Y=0 
phosphorodifhioateY. S 



OH 



SH-^ 

I"? 
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